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Unser Zeichen: 7865 

Epothllonderivate und deren Verwendung 

Oie vorliegende Erfindung betrifft allgemein 
Epothllonderivate und deren Verwendung zur Herstellung von 
Arzneimi tteln. Insbesondere betrifft die vorliegende 
Erfindung die Herstellung der Epothllonderivate der 
nachfolgend dargestel 1 ten allgemeinen Formeln 1 bis 7 sowie 
deren Verwendung zur Herstellung von therapeuti schen Mitteli 
und Mi tteln fur den Pf lanzenschutz . 
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Tn den vorstehend n Formeln 1 bis 7 bedeuten: 
R = H, Ci- bis C4-Alky1 ; 

R 1 . R2. R*. R 4 , RS = H, Ci- bis ci-Alkyl, 

Ci- bis C s-Acyl -Benzoyl , 
Ci- bis C*-Trialkylsilyl , 
Benzyl , 
Phenyl , 

Ci- bis C«-Alkoxy-, 
Ce-Alkyl-, Hydroxy- und Halogen- 
substi tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; 
wobei auch zwei der Reste R 1 bis R s zu der Gruppierung 
-(CHj)n- mi t n s 1 bis 6 zusamment reten kflnnen und es sich 
bei den in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Reste Handel t. 

In der Formal 1 sind X und Y entweder gleich oder verschieden 
und stehen jeweils fur Halogen, OH, 0-(Ci- bis Ci)-Acyl, 
0-(Ci- bis C«)-Alkyl, O-Benzoyl . 

In der Forme! 3 steht X allgemein fQr -C(O)-, -C(S)-. -S(O)-, 
-CR^ 2 -, wobei R 1 und R 2 die Bedeutung haben w1e oben 
angegeben, und -S1R2, wobei R die Bedeutung hat w1e oben 
angegeben. 

In der Formal 4 bedeutet X Sauerstoff, NOR*, N-NR 4 R s , und N- 
nhconr 4 R • , wobei die Reste R» bis R 9 die oben angegebene 
Bedeutung haben. 

In der Formal 5 bedeutet X Wasserstoff, Ci- bis Ci«-Alkyl, 
Ci- bis Cit-Acyl. Benzyl, Benzoyl und cinnamyl. 

Verbindungen gemafl der allgemelnen Formal 1 sind ausgehend 
von Epothllon A und 8 sowle von deren 3-0- und/oder 7-0- 
g schutzten Oerlvaten durch Offnung des 12 , 13-Epox1da 
zuganglich. Ward n dazu Hydrogenwasserstof f saur n 1n ein m 
bevorzugt nicht wassrlgen Losungsml t tel elngesetzt, w b 1 man 
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die Halogenhydrine X = Hal, Y = OH und Y = OH, Y = Hal 
erhait. Protonensauren wie z.B. Tol uol sul fonsaur und 
Triflu ressigsaur fuhren in Geg nwart von wasser zu 12, 13- 
Diolen, die anschlieflend nach S tandardverf ahren acyliert 
(z.B. mi t Carbonsaureanhydriden und Pyridin oder 
Tri ethyl amin/OMAP) oder alkyliert ( Al kyl halogeni de und 
Silberoxid) werden. Oie 3- und 7-Hydroxygruppen kdnnen dazu 
vorubergehend als Formiat (Abspaltung mi t NHj/MeOH) oder p- 
Methoxybenzylether (Abspaltung mi t ODQ) geschutzt werden. 

Verbi ndungen gemafl der allgemeinen Forme 1 2 sind aus 
Epothilon A und 8 sowie deren 3-0- und/oder 7-0-geschut z ten 
Derivaten durch Reduktion, z.8. mi t NaBH* in Methanol 
erhal tlich. Sind dabei 3-0H und/oder 7-OH reversibel 
geschutzt. so kdnnen nach Acylierung oder Alkylierung und 
Entfernen der Schutzgruppen 5-0-monosubst 1 tuierte, 3,5- oder 

5.7- 0-disubst1 tuierte Oerivate der allgemeinen Formel 2 
erhal ten werden. 

Umsetzungen von Epothilon A und 8 mi t bi f unkt ionell en 

elektrophilen Reagenzlen, wie (Thio)Phosgen P 

(Thio)Carbonyldlmidazol , Thionylchlorid oder 

Dialkylsi 1 yldichlori den bzw. -bi stri f laten ergeben 

Verbi ndungen der allgemeinen Formel 3. Als Hilfsbasen dienen 

dabei Pyridin, Trial kylamine, ggf. zusammen ml t DMAP bzw. 

2.8- Uitidln 1n einem nlchtprotischen Ldsungsmi t tel ; Oie 3,7- 
Acetale der allgemeinen Formel 3 entstehen durch 
Umaxetal1s1erung z.B. von 01 methyl ace tal en 1n Gegenwart eines 
sauren Katalysators. 

verbi ndungen gemafl der allgemeinen Formel 4 werden aus 
Epothilon A und 8 Oder ihren 3-0- und/oder 7-O-geschOtzten 
Derivaten durch Ozonolyse und reduktlve Aufarbei tung, z.B. 
mit Dlmethylsulfld, erhal ten. Die C-16-Ketone konnen 
anschlieflend nach demFachmarin gelaufl gen Standardverf ahren 
in Oxlme. Hydrazone oder Semicarbazone umgewandelt werden. 
Sle werden welterhln durch vmtig-, Witt1g-H rner-. Jul 1a- 
oder P ters n-01 flnlerung in C-16/C-1 7-Olef 1n uberfOhrt. 
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Durch Reduktion der C-1 6-Ketogrupp , z.B. mi t einem 
Aluminium- Oder Borhydrid, sind die 1 6-Hydroxyderi vat gemaO 
der allgemeinen Formel 5 erhaltlich. Oiese kannen, wenn 3-OH 
und 7-OH mi t ent sprechenden Schutzgruppen versehen sind, 
selektiv acyliert Oder alkyliert werden. Die Freisetzung der 
3-OH- und 7-OH-Gruppen erfolgt z.B. bei O-Formyl durch 
NH 3/MeOH , bei O-p-Methoxybenzyl durch DDQ. 

Oie Verbindungen der allgemeinen Formel 6 werden aus 
Derivaten von Epothilon A und B erhalten, bei denen die 7-OH- 
Gruppe durch Acyl- Oder Ethergruppen geschutzt ist, in.dem 
die 3-OH-Gruppe z.B. formyliert. mesyliert Oder tosyliert und 
anschlieflend durch Behandlung mi t einer Base z.B. DBU 
eliminiert wird. Die 7-OH-Gruppe kann wie oben beschrieben 
freigesetzt werden. 

verbindungen der allgemeinen Formel 7 werden aus Epothilon A 
und B Oder deren 3-OH- und 7-OH-geschutzten Derivaten durch 
basische Hydrolyse erhalten, z.B. mi t NaOH in MeOH. Die 
Car boxy Igruppe kann mi t Diazoalkanen nach Schutz der 19-OH- 
Gruppe durch Alkylierung in Ester umgewandel t werden. 

Die Erfindung betrifft ferner Mittel for den Pf lanzenschutz 
in Landwirtschaft, Forstwi rtschaf t und/oder Gartenbau, 
bestehend aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten 
Epothllonderivate bzw. bestehend aus einem Oder mehreren der 
vorstehend aufgefuhrten Epothi londeri vate neben einem oder 
mehreren Obllchen Trager(n) und/oder Verdunnungsml ttel (n) . 

SchlieOlich betrifft die Erfindung therapeutl sche Ml t tel , 
bestehend aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten 
verbindungen oder einer oder mehreren der vorstehend 
aufgefuhrten Verbindungen neben einem Oder mehreren ublichen 
Trager(n) und/oder Verdunnungsml ttel (n) .. D1ese M1 ttel konnen 
insb sondere cytotoxlsche Aktivitaten entwlckeln und/oder 
immunsuppresslon bewlrken, so daQ si besonders bevorzugt als 
Cytostatika verwendbar sind. 
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Die Erfindung wi rd im folgenden durch die Beschreibung von 
einigen ausgewahlten Ausf uhrungsbei spi elen naher erlautert 
und beschrieben. 

Beispiele 

Verbindung la: 

20 mg (0.041 mmol) EpoChilon A werden in 1 ml Acecon gelost. mic 
50 ill (0.649 mmol) Trif luoressigsaure verseczc und uber Nachc 
bei 50 °C gerUhrt.Zur Aufarbeitung wird das Reakcionsgemisch mic 
1 M Phosphatpuf fer pH 7 verseczc und die wafirige Phase viermal 
mic EChylaceCac excrahierc. Die vereinigcen organischen Phasen 
werden mic gesatCigCer NaCriumchlorid-LSsung gewaschen, uber 
Nacrium-sulfac gecrocknec und vom Losungsmiccel befreic. Die 
Reinigung des Rohprodukces erfolgc mic Hilfe der praparaciven 
SchichC -chroma tographie (Laufmiccel: Dichlormechan/Acecon, 85 : 
15). Ausbeuce: 4 mg (19 % ) Isomer I 
4 mg (19 % ) Isomer II 



Isomer I 



R f michlormechan/ Acecon. 85 : 15) 



0.46 



IB (Film) 



MS UQPQ *V> 



3440 (m, b, Sch) , 2946 (s, Sch) , 1734 
(vs>, 1686 (m), 1456 (m) , 1375 (w) , 1256 
(s, Sch), 1190 (w, b, Sch), 1071 (m. 
Sch) , 884 (w) , 735 (w) cm* 1 . 



ra/e (%) = 



Hnghauflosuna: C^H^O.NS 



493 (43 CM-H,On, 394 (47) , 306 
(32), 206 (30), 181 (40), 166 
(72), 139 (100), 113 (19), 71 
(19), 57 (24), 43 (24). 

ber.: 493.2498 far (M-H^OK 
gef. : 493.2478 
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Isomer XI 

R. (Dichlormethan/Aceton. 85 : 15): 0.22 

12 (Film) : ? = 3484 (s, b, Sch) , 2942 (vs, Sch) , 1727 

(vs), 1570 (w), 1456 (ra) , 1380 (m) , 1265 
(s), 1190 (w), 1069 (m), 975 (w) , cm" 1 . 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 493 {21 [M-H 2 OD , 394 (12), 306 

(46) , 206 (37) , 181 (63) , 166 (99) , 
139 (100), 113 (21), 71 (23), 57 
(33), 43 (28). 

Hochauflosuna: C 26 H„O s NS ber. : 493.2498 far [M-H 2 or 

gef.: 493.2475 



Verbindung lb: 

5 5 mg (0.111 mmol) Epothilon A werden in 0.5 ml 
Tetrahydrofuran gelost, mit 0.5 ml 1 N Salzsaure versetzt und 
30 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieSend wird mit 1 
N Phos-phatpuf fer pH 7 versetzt und die waflrige Phase viermal 
mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Ldsung gewaschen, uber 
Natriumsulfat getrocknet und vom LSsungsmittel befreit. 
Die Reinigung des RohproduJctes erfolgt mit Hilfe der prapa- 
rativen Schichtchromatographie (Laufmittel : Dichlorme- 
than/Methanol, 90 : 10). Ausbeute: 19 mg (32 %) 



g f fDtghlor mA^han/Methanol. 90 : 10): 0.46 
Tft (Film) ! * = 3441 (s, br, Sch), 2948 (s, Sch), 1725 

" (vs, Sch), 1462 (m)., 1381 (w) , 1265 (m) , 

1154 (w), 972 (m, br, Sch) cm* 1 . 

riv (Methanol): X M ( lg 6) = 210 (4.29), 248 (4.11) n». 

M.g ' 1 20/70 eV) : m/e (%) = 529 (13 (!C1 ) , 494 (10), 342 (38), 

306 (23), 194 (32), 164 (100), 140 
(31), 113 US). 57 (16). 

HnrhAnfldsuna: C 2< H 40 O,ClNS ber.: 529.2265 fur (IT1 , 
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gef.: 529.2280 

Verbindung lc: 

25 mg (0.047 mmol) 12-Chlor-13-hydroxy-epothilon A (lb) werden 
in 1 ml Dichlormethan gelost, mit 29 mg (0.235 mmol). Dimethyl- 
ami nopyridin, 15X ul (1.081 mmol) Triethylamin und 20 ul 
(0.517 mmol) 98 %-iger Ameisensaure versetzt. Das Reaktions- 
gemisch wird mit Eis/Natriumchlorid abgekuhlt. Nach Erreichen 
von - 15 °C werden dem Reaktionsgemisch 40 ul (0.423 mmol) 
Essigsaureanhydrid zugegeben und 70 Minuten bei - 15 °c 
geruhrt. Nach dem ein DOnnschichtchroinatogramm keinen voll- 
standigen Umsatz anzeigt, werden dem Reaktionsgemisch weitere 
6 mg (0.047 mmol) Di-methylaminopyridin, 7 ul (0.047 mmol) 
Triethylamin, 2 ul 98 %-ige Ameisensaure (0.047 mmol) und 4 ul 
(0.047 mmol) Essigsaureanhydrid zugesetzt und 60 Minuten 
geruhrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur 
erwarmt, mit 1 M Phosphatpuf f er pH 7 versetzt und die wafirige 
Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid- 
Losung gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und vom 
LSsungsmittel befreit. 

Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der prapa- 
rativen Schichtchromatographie (Laufmittel: Dichlorme- 
than/Aceton, 90 : 10) . 

Ausbeuta le: 5 mg (18 %) 



verbindung lot 



Bf (Dichlormethan/Aceton. 90 : 1Q\ , Q . 67 

IR (Film) : 9 a 3497 (w, b, Sch) , 2940 (s, b, Sch) , 1725 

(vs), 1468 (m, b, Sch), 1379 (m), 1265 
(s), 1253 (s), 1175 (vs), 972 (m, b, 
Sch), 737 (s) cnf 1 . 

MS (20/70 eV) ■ m/e (%) = 613 (9 [IT]), 567 (43), 472 (63), 



382 (23), 352 (21), 164 (100), 
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151 (33), 96 (31), 69 (17), 44 
(26). 

Hochau^asupg:. C 29 H 40 0 9 NSC1 ber. : 613.2112 fur [M*] 

gef.: 613.2131 



Verbindung Id: 

10 mg (0.020 mmol) Epothilon 3 werden in 0.5 ml Tetrahydro- 
furan gelds t, mit 0.5 ml 1 N Salzsaure versetzt und 3 0 Minuten 
bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieSend wird mit 1 M Phos- 
phatpuffer pH 7 versetzt und die wafirige Phase viermal mit 
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-LSsung gewaschen, uber 
Natriumsulfat getrocknet und vom Ldsungsmittel befreit. Die 
Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der praparativen 
Schicht-chromatographie (Laufmittel: Dichlorme than /Ace ton, 85 
: 15) . 

Ausbeute: 1 mg (9 %) 

R f (Dichlormethan/Aceton. 85 : 15): 0.38 

MS (20/70 eV): m/e {%) = 543 (3 [If] ) , 507 (14), 320 (19), 

234 (9) , 194 (17) , 182 (23) , 164 
(100), 140 (22), 113 (14), 71 
(13). 

Hochauf lasting: C„H u O e NSCl ber.: 543.2421 fur [M*] 

gef.: 543.2405 



Verbindung 2a t 

100 mg (0.203 mmol) Epothilon A werden in 4 Tetrahydro- 
furan/1 M Phosphatpuf far pH 7 (1 : 1) gelost und solange mit 
Natrium-borhydrid (150 mg « 3.965 mmol) versetzt bis das Edukt 
laut DUnn-schichtchromatogramm vollstandig abreagiert ist. 
AnschlieSend wird mit 1 M Phosphatpuf fer pH 7 verdOnnt und die 
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waSrige Phase viermal rait Ethylacetat extrahiert. Die 
vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter 
Natriumchlorid-Losung gewaschen, uber Natriumsulf at getrocknet 
und vom Ldsungsmittel befreit. 

Die Reinigung des Rohproduktes erfo.lgt durch Kieselchromato- 
graphie (Laufmittel: Dichlormethan/Aceton, 95 : 5 - grad - 
nach . Dichlormethan/Aceton, 85 : 15) . 

Ausbeute: (20 %) 

S f (Dichlormethan/Aceton. 75 ■ 25) , 0.27 

IR LZilmJ ; 9 = 3413 . (s, b, Sch) , 2965 (vs, Sch) , 1734 

(vs), 1458 (m, b, Sch), 1383 (m, Sch), 
1264 (s, b, Sch)', 1184 (m, b, Sch), 1059 
(s, Sch), 966 (s), 885 (w) , 737 (ni) cm* 



Mg 12SU2& ey) : m/e (%) = 



495 (6 [M*l ) , 477 (8), 452 (12), 
394 (9), 364 (16), 306 (49), 194 
(19), 178 (35), 164 (100), 140 
(40), 83 (21), 55 (27). 



3Q<?h-W«<)«mq t ' C^CyJS ber.: 495.265S fur [M*] 

gef . : 495.2623 



Verbindung 3a-d (a-d sind Stereoisomer*) x 

100 mg (0.203 mmol) Epothilon werden in 3 ml Pyridin gelost, 
mit 50 ul (0.686 mmol) Thionylchlorid versetzt und 15 Minuten 
bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieSend wird mit 1 M Phos- 
phatpuf fer pH 7 versetzt und die waSrige Phase viermal mit 
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, uber 
Natriumsulfat getrocknet und vom Losungsmittel befreit. 
Die Reinigung des Rohproduktes und Trennung der vier Stereo- 
isomeren 3a-d erfolgt mit Hilfe der praparativen Schicht- 
chromatographie (Laufmittel: Toluol/Methan l f 90 : 10). 
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Verbindung 3a: 

Ausbeute: 4 mg (12 %) 

3. (Toluol/Methanol, 90 : 10): 0.50 

13 (Film) : 3 = 2961 (m, b, Sch) , 1742 (vs) , 1701 (vs), 

1465 (m, Sch), 1389 (m, Sch), 1238 (s, 

Sch), 1210 {vs, Sch), 1011 (s, Sch), 957 

(s, b, Sch), 808 (m, Sch), 768 (s, Sch) cnf 
i 

UV ^etfrano],) : ^ {lg 6) = 210 (4.50), 248 (4.35) run. 

MS (3Q/70 eV) : m/e (%) = 539 (40 [M*] ) , 457 (22) , 362 (16), 

316 (27) , 222 (30) , 173 (30) , 164 
(100), 151 (43), 96 (38), 69 (29), 
55 (28), 43 (20). 

Kochauf lasting: C 2< H J7 0 7 NS 2 ber. : 539.2011 fur [M*] 



Verbindung 3b t 

Ausbeutet 14 mg (13 %) 

3 f (T9lu<?l/MQthftnQl. 9Q ; LflJj 0.44 

IB (Film) : 9 = 2963 (s, br, .Sch), 1740 (vs) , 1703 (s) , 

1510 (w), 1464 (m, br, Sch), 1389 (m, Sch), 

1240 (s, br, Sch), 1142 (m) , 1076 (w) , 1037 

(w), 1003 (m), 945 (s, br, Sch), 806 (m, 

Sch), 775 (s) , 737 (m) cm* 1 . 

uv (Methanol) : ^ (lg 6) = 211 (4.16), 250 (4.08) wn. 

MS (20/70 eVl r m/e (%) = 539 (27 [M*J ) , 475 (17), 322 (41), 

306 (67), 222 (16), 206 (17), 194 
(19), 178 (32), 164 (100), 151 
(33), 125 (18), 113 (15), 96 
(39), 81 (23), 64 (58), 57 (42), 
41 (19). 

Hochauflttsunor C„H„0 7 NS, ber.: 539.2011 fur [IT] 

gef.: 539.1998 
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Verbindung 3c: 

Ausbeute: 4 mg (4 %) 

3, (Toluol/Methanol. 90 : 10): 0.38 

MS (20/70 eV) ■ m/e (%) = 539 (51 [W] ) , 322 (22), 306 (53), 
222 (36), 178 (31), 164 (100), 151 (41), 96 
(25), 81 (20)/ 69 (26), 55 (25), 41 (25). 

Hochau»asunq: C 25 H„0 7 NS 2 ber. : 539.2011 fttr [M*] 

gef . : 539.2001 



Verbindung 3d: 

Ausbeute: . 1 mg (1 %) 

&t (TPlMOt/MQrtMQl. 90 ' ULLi 0.33 

MS (20/70 eV) : m/e (%)■•■ 539 (69 [IT]), 322 (35) , 306 (51), 

222 (41), 178 (31), 164 (100), 151 
(46), 96 (31), 81 (26), 69 (34), 
55 (33),' 41 (35) . 

HochwWOwnq; C„H 17 0 7 NS a ber.: 539.2011 far CM*) 

gef. : 539.1997 



Verbindung 4a x 

10 mg (0.020 mmol) Epothilon A werden in 2 ml Dichlormethan 
gelds t, auf -70 °C abgekuhlt und anschliefiend 5 Minuten mit 
Ozon bis zur schwachen Blaufarbung behandelt. Das result ieren- 
de Reaktionsgemisch wird anschlieSend mit 0.5 ml Dimetiiylsul- 
fid versatzt und auf Raumteinperatur erwarmt. Zur Aufarbeitung 
wird das Reaktionsgemisch vom LSsungsmittel befreit und 
schlieSlich durch praparative Schichtchromatographie (Lauf- 
mittel: Dichlormethan/Aceton/Methanol, 85 : 10 : 5) gereinigt. 

Ausfaeyta; 5 mg (64 %) 

R f michlorin«fch»n/Acacon/M«ehanol. 85 ; 1Q i 5);0 . 6 1 

tr (Film) : * = 3468 (s, br, Sch), 2947 (s, br, Sch) , 

1734 (vs, Sch), 1458 (w) , 1380 (w) , 1267 
(w), 1157 (w), 1080 (w), 982 (w) cm -1 . 



- 14 - 



uV (Methanol): X M (lg e> 
MS (20/70 eV) ; m/e (%) 



Kochauf losung: C 21 H 34 0 7 



= 202 (3.53) nm. 

393 (2 [M*] ) , 380 (4) , 267 (14) , 
249 (17) , 211 (20) , 193 (26) , 171 
(34) , 139 (34) , 111 (40) , 96 
(100) , 71 (48) , 43 (50) . 

ber. : 398.2305 far CM*] 
gef.: 398.2295 



Verbindung 5a: 

10- mg (0.018 mmol) 3 , 7-Di-O-f ormyl-epothilon A werden in 1 ml 
Di-chlormethan gelost, mit 27 \il (0.180* mmol) 1, 8-Diazabicy- 
clo[5.4.Q]undec-7-en (DBU) versetzt und 60 Minuten bei Raum- 
temperatur geriihrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M Natrium- 
dihydrogenphosphat-Puffer pH 4.5 versetzt und die wafirige 
Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid- 
Losung gewaschen, uber Natriumsulf at getrocknet und vom 
Ldsungsmittel befreit. 

Nach Beseitigung des LSsungsmittel wird das resultierende 
Rohprodukt in 1 ml Methanol gelost, mit 200 ul einer ammoniak- 
alischen Methanol 15 sung (2 mmol NHj/ml Methanol) versetzt und 
Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Zur Aufarbeitung wird 
das Ldsungsmittel im Vakuum entfemt. 

AMSteUtg; 4 mg (22 %) 

p c mighlorm^han/Aceton. 35 ; 15); 0.46 

TR (Film) : 9 = 3445 (w ( br, Sch), 2950 (vs, br, Sch) , 

1717 (vs, Sch), 1644 (w) , 1466 (m, Sch), 

1370 (m, Sch), 1267 (s, br, Sch), 1179 

(s, Sch), 984 (s, Sch), 860 (w) , 733 (m) 



TTV /Methanol): ^ (lg €) = 210 (4.16) nm. 
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Mg (30,70 gVj_L m/e (%) = 475 (28 [M*] ) , 380 (21), 322 (37). 

318 (40), 304 (66), 178 (31), 155 
(100) , 151 (29) , 140 (19) , 95 
(38), 81 (20), 57 (26). 

Hochau^esunqi , C 25 H„O s NS ber. : 475.2392 far [M*] 

gef . : 475.2384 



Verbindun? 6b t 

50 mg (0.091 mmol) 3 , 7-Di-O-formyl-epothilon A (werden in 1 ml 
Dichlorethan geiest, mit 2 ml (0.013 mol) 1, 8-Diazabicyclo 
(5.4.0]undec-7-en (DBU) versetzt und 12 Stunden bei 90 °C 
geruhrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M Natrium- 
dihydrogenphosphat-Puffer pH 4.5 versetzt und die waSrige 
. Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen werden mit ges&ttigter Natriumchlorid- 
Lcisung gewaschen, Ober Natriumsulfat getrocknet und vom 
Lesungsmittel befreit. 

Die Reinigung des aus zwei Verbindungen bestehenden 
Rohproduktes erfolgt mittels praparativer 

Schichtchromatographie (Laufraittel: Dichlorme than/ Ace ton, 90 : 
10) . 

Ausbeuter 7 mg (15 %) 

Substanzcode 

R t (Dlchlormethan/Aceton. 90 . 10): 0.62 

IR (Film) : * * 2951 (m, br, Sch) , 1723 (vs) , 1644 (w, 

br, Sch), 1468 (w) , 1377 (w) , 1271 (m, 
br, Sch), 1179 (s), 987 (m, br, Sch), 
735 (w, br, Sch) cm -1 . 

UY (MethM9l); K~ Us - 210 (4.44) nm. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) * 503 (68 [K*] ) , 408 (58), 390 (32), 

3-34 (25), 316 (34), 220 (21), 206 
(27), 194 (20), 181 (33), 164 
(100), 151 (34), 139 (28), 113 
(20), 96 (82), 81 (33), 67 (24), 
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55 (26) , 43 (22) . 

Hocnaugtosuncf;. C 27 H J7 0«NS ber. : 503.2342 fttr [M*] 

gef.: 503.2303 * 



Verbindung 6c: 

5 mg (0.009 mmol) 3 , 7-Di-O-acetyl-epothilon werden in 1 ml Me- 
thanol gelds t, mit 150 ul einer ammoniakalischen 
Methanolldsung (2 mmol NH 3 /ml Methanol) versetzt und ttber Nacht 
bei 50 °C ge-ruhrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 
Die. Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie (Laufmittel: 
Toluol /Methanol, 90 : 10) . 



Ausbeute: 3 mg (67 %) 



S e (Di,chl9?n"et;han/Acet<?n» 9Q ; 10) ; 0-55 

IR (Film) : V = 2934 (s, b, Sch) , 1719 (vs, b, Sch) , 

1641 (m), 1460 (m, Sch), 1372 (s, Sch), 
1237 (vs, b, Sch), 1179 (s, Sch), 1020 
(s), 963 (s, Sch), 737 (vs) cm" 1 . 

UV (Methanol) r k w (Ig €) = 210 (4.33) nm. 

MS (20/70 eV): m/e (%) = 517 (57 [M*] ) , 422 (58), 313 

(31) , 194 (20), 181 (34), 166 
(100), 151 (31), 96 (96), 81 

(32) , 69 (27), 55 (29), 43 (69). 

Hochauflosuna: Cj.Hj.O.NS ber.: 517.2498 fttr [K*] 

gef.: 517.2492 



Verbindung 7a t 

20 mg (0.041 mmol) Epothilon werden in 0.5 ml Methan 1 gelost, 
mit 0.5 ml 1 N Natronlauge versetzt und 5 Minuten bei Raum- 
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temperatur geriihrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M. 
Phosphatpuffer pH 7 versetzt und die wafirige • Phase viermal mit 
Sthylacetat ex-trahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, iiber 
•Natriumsulfat getrocknet und vom Losungsmittel befreit. 
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie {Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol, 85 : 15). 

Ausbeute: 11 mg {52 %) 

R, (Dichlormethan/Methanol, 85 ; 15). 0.92 

IR (F»m) : 9 = 3438 (s, br. Sch) , 2971 (vs, br, Sch) , 

1703 (vs), 1507 (m), 1460 (s, Sch), 1383 
(m, Sch) , 1254 (w) , 1190 (w, br, Sch) , 
1011 (w, br, Sch), 866 (w, br) , 729 (s) 
cm' 1 . 

Mg (20/70 eV) : m/e {%) = 423 (0.1 (M*] ) , 323 (4), 168 (89) , 

140 (100), 85 (31), 57 (67). 

HochflUfl$9Vmq; C„H 37 0 4 NS ber.: 423.2443 fur [M*] 

gef.: 423.2410 



Verbindung 7b t 

5 mg (0.009 rranol) 7-O-Acetyl-epothilon werden in 1 ml Methanol 
gelc-st, mit 200 ul einer ammoniakalischen Methanol ldsung (2 
mmol NHj/ml Methanol) versetzt und zwei Tage bei 50 °C geriihrt. 
Zur Aufarbeitung wird das Lc-sungsmittel im Vakuum entfernt. 
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie (Laufmittel: 
Toluol /Methanol, 90 : -10) . 

Au.sfreu.tg; 3 mg (59 %) 

B f (Pighlormethfln/MethMgl. ?Q ; Iflli 0.63 

IR (Film) : 9 » 3441 (m, b, Sch), 2946 (s, Sch), 1732 

(vs), 1600 (w), 1451 (m), 1375 (m) , 1246 
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(s, b, Sch), 1013 (m, b, Sch) cm* 1 . 

UV (Methanol) ; A.^ ( lg 6) = 211 (3.75), 247 (3.59) run. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 567 (1 [K]) t 465 (4), 422 (7), 

388 (5), 194 (5), 182 (7), 168 

(65), 164 (17), 140 (100), 97 
' . (10) , 71 (22) , 43 (27) . 



Hochauflosuna: C 29 H« s 0 8 NS ber. : 567.2866 far [M*] 

gef.: 567.2849 
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PatentansprOche 

1. Epothi londeri vat der Forme! 1 



24 




wobei R = H, Ci- bis C4-Alkyl; R' , R* = H f Ci- bis Ce-Alkyl , 
Ci- bis C t-Acyl -Benzoyl , Ci- bis C4-Trialkylslly1 . Benzyl. 
Phenyl, Ci- bis Ct-Alkoxy-. Ci-Alkyl-. Hydroxy- und 
Halogensubstl tulertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt, und X und Y 
entweder glelch Oder verschleden sind und jewel Is fQr 
Halogen, OH. 0-(Ci- bis CO-Acyl, 0-(Ci- bis Ct)-Alkyl, 0- 
Benzoyl stehen. 



2. Epothi londeri vat der Form 1 2 
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wobei R = H, Ci- bis Ci-Alkyl; R 1 , R*. R 3 = H f Ci- bis Ca- 
Alkyl, Ci- bis C«-Acy1 -Benzoyl . Ct- bis Ci-Trialkylsi lyl , 
Benzyl, Phenyl, Ci- bis Ce-Alkoxy-, Ce-A1kyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt. 

3. Epothi londeri vat der Formel 3 
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wobel R = H, C»- bis C-Alkyl; Ri, r: = H , Cl - bis Ce-Alkyl 
Ci- bis Ca-Acyl-Benz yl , c- bis C 4-Tria.l ky.1 si 1 yl , a nzyl 
Phenyl. Ci- bis C.-Alkoxy-. Ca-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubstituiertes Benzyl bzw. Phenyl ; und es sich bei den 
m den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Rests handelt. und X allgemein • 
for - C (0)-. -0(8)-, -S(O)-, -CRiRi- und -SIR,- steht. wobei 
R. R 1 und R 2 die Bedeutung hat wis oben angegeben. 

4. Hpothi londeri vat der Formal 4 




wobei R = H, C- bis C4-Alkyl; Rt f ri = Hf Ci- bis Cs-Alkyl, 
Ci- bis C«-Acyl -Benzoyl . Ci- bis C4-Trial kyl si lyl , Benzyl, 
Phenyl, Ci- bis C«-Alkoxy-, C«-Alkyl-. Hydroxy- und 
Halogensubstituiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt. X Sauerstoff, 
NOR*, N-NR«R«, und N-NHCONR 4 R * bedeutet, wobei die Reste R 3 
bis R« die oben angegebene Bedeutung haben. 



5. Epothi londeri vat der Formel 5 
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wob i R = H, Ci- bis C4-Alky1; R 1 , RJ = H , Ci- bis Ca-Alkyl, 
Ci- bis Ca-Acyl-8enzoyl , Ci- bis C 4-Tr ia.lky.1 si 1 yl , Benzyl, 
Phenyl. Ci- bis Cs-Alkoxy-, Ca-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubst i tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt, und X Wasserstoff, 
Ci- bis Cis-Alkyl, Ci- bis Cis-Acyl. Benzyl, Benzoyl und 
Cinnamoyl bedeutet . 



6. Epothi londeri vat der Forme! 8 




wobel R = H, Ci- bis C4-Alkyl und R 1 * H, Ci- bl9 C»-Alkyl. 
Ci- bis C i-Acyl -Benzoyl . Ci- bis C4-Tr1alkyl sllyl . Benzyl. 
Phenyl, Ci- bis Ci-Alkoxy-, Ci-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubstl tuiertes 8enzy1 bzw. Phenyl 1st, und es sich be1 
den in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige oder verzweigte Reste handelt. 
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7. Epothilond rivat der Formel 7 




wobei R a H, Ct- bis C4-Alkyl und R' f R* s H, Ci- bis C«- 
Alkyl. Ci- bis C«-Acyl -Benzoyl , Ct- bis C 4-Tri al kylsi 1 yl , 
Benzyl. Phenyl, Ci- bis Ce-Alkoxy-, Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubstl tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um 
gradkettige Oder verzweigte Rests handelt. 



8. Mittel fQr den Pf lanzenschutz /in der Landwi r tschaf t und 
Forstwl rtschaf t und/oder im Gartenbau, bestehend aus einem- 
oder mehreren der Verbindungen gemaQ einem der vorangehenden 
AnsprQcho oder einer oder mehreren dieser Verbindungen neben 
einem oder mehreren ubllchen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsml ttel (n) . 

9. Therapeutlsches Mittel, insbesondere zum Einsatz als 
Cytostatlkum, bestehend aus einer oder mehrerer der 
verbindungen nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 7 
oder einer oder mehrer r der Verbindungen nach inem od r 
mehreren der Anspruche 1 bis 7 neben einem oder mehreren 
ublichen Trager(n) und/oder Verdunnungsml ttel (n) . 
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Zusammenf as sung 



Die vorliegende Erfindung betrifft Epothilonderivate und 
deren Verwendung. 
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Our ref erence : 7865 



EPCWfflLONB DERIVATIVES AND THEIR USE 

The present invention concerns general epotmlone derivatives and their use for the produc- 
tion of drags. Especially, the present invctfm is r q nrrnrrt with the preparation of 
cpo tfaflone derivatives according to the general Formulas 1 to 7 given below, as wen as with 
their use for the production of therapeutic agents and agents for plant protection. 
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In the above Formulas 1 to 7, the symbols have the following meaning s: 

R = H, C^-alkyl; 

R l , R', R>, R\ R 5 - H. C l4 -alkyl f 

C^acyi-benzoyl, 

C 14 -trialkylsilyl, 

benzyl, 

phenyl, 

C^altoxy-, 

C r alkyi-, hydroxy and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
also, two of the groups R l to R 5 may be combined to form the grouping -(CHj).- with n ■ 1 
to 6 and the alkyl or acyl groups contained in the groups are either straight-chain or branched 
groups. 

In Formula 1. X and Y are either identical or different and can stand for halogens, OH, 0» 
(C, J-acyl, (MCt^alkyl, O-benzoyl. 

In Formula 3, X generally stands for -C(OK -C(Sk -S(OK -CR l R a - f where R l and R* have 
the meaning given above and -SuV. where R has the meaning given above. 

In Formula 4. X stands for oxygen. NOR?. N-NR*R 5 , and N-NHCONR 4 R 5 , where the 
groups R 3 to R 5 have die meaning given above. 

In Formula 5, X stands for hydrogen, Q. ir alkyi, C,. ir acyl, benzyl, benzoyl and cinnamoyl. 

Compounds according to general Formula 1 art accessible starting from epothilone A and B, 
as well as from their 3-C- and/or 7-O-protected derivatives by opening the 12,13-epoxide. 
When hydrogen halides are used for this purpose in a preferred nonaqueous solvent, the 
halohydrins X - HaL Y = OH and Y ■ OH, Y - Hal are obtained. Prutonic acids, for 
example, totuenesulfonk acid and trifluoroacetic acid, lead to 12, 13-dioIs in the presence of 
water and then these are acylated subsequently according to standard methods (for example, 
with caxfooxylic acid anhydrides and pyridine or trietbylamine/DMAF) or are alkylated (alkyl 
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halides and silver oxide). For this purpose* the 3- and 7-hydroxy groups can be protected 
temporarily as the formate (cleaved with NH*/MeOH) or p-methoxybenzyl ether (cleaved 
with DDQ). 

Compounds according to general Formula 2 are obtainable from epothilore A aid B as well 
as from their 3-0- and/or 7-O-protected derivatives by reduction, for example, with NaBH* 
in methanol. If the 3 -OH and/or 7-OH groups are protected reversibry during this process, 
after acylation or aflcylation, and removal of the p r o tect in g groups, 5-O-monosubstitutcd, 3,5- 
or 5,7-Odisubstituted derivatives according to general Formula 2 can be obtained. 

Reactions of epothilone A and B with biftacriorial electrophilic reagents, such as (th»)phos- 
gene, (thio)carbony Ldimidazoie [sic], thionyl chloride or diaikyisilyl dichlorides or bistriflates 
give compounds having general Formula 3. The bases used as aids here can be pyridine, 
triaDcylamme. optionally together with DMAP or 2,6-lutidine in an aprotic solvent The 3,7- 
acetals having general Formula 3 are formed by transacetalization, for example, of dimethyl- 
acetals, in the presence of an acidic catalyst 

Compounds according to general Formula 4, obtained from epothilone A and B or from 
their 3-0- and/or 7-O-protected derivatives by ozonolysis and reductive processing, far 
example, with dimethyl sulfide. The C-16 ketones can then be converted to the oximes, 
hydrazones or semicarbazones according to standard methods known to the expert in the 
field. Furthermore, they are converted into C-167C-17 olefins by the Whtig, Witrig-Horaer, 
Julia or Petersen olefiaation method. 

The 16-hydroxy derivatives according to general Formula 5 are obtainable by reduction of 
the C-16 keto group, for example, with ahunhann hydride ox borohydride. When the 3-OH 
and 7-OH groups are protected correspondingly, they can be acylated or alkylated selective- 
ly. The liberation of the 3-OH- and 7-OH groups is done, for example, with NtyMeOH in 
the case of O-fonnyi and with DDQ in the case of O-p-metfaoxybenzyL 

The compounds having general Formula t are obtained from derivatives of epothilone A and 
B in which the 7-OH group is protected by acyl or ether groups, in which the 3-OH group 



6 



I 



THIS PAGE BLANK (USPTO) 



408 



DE 195 42 986.9 

is, for example, fonnylated, mesylaied or tosylated and Chen eliminated by treatment with t 
base, for example, DBU. The 7-OH group can be liberated as described above. 

Compounds having general Formula 7 are obtained from epochilone A and B or from their 
3 -OH- and 7-OH-protected derivatives by basic hydrolysis, for example, with NaOH in 
MeOH. After protection of the 19-OH group, the carboxyl group can be converted to the 
ester by alkylation with diazoalkanes. 

Furthermore, the invention is concerned with means for plant protection in agriculture, 
forestry and/or gardening, consisting of one or several of the epothilone derivatives described 
above or consisting of one or several of the epothilone derivatives described above in 
addition to one or several of the usual carrier^) and/or diluem(s). 

Finally, the invention is concerned with therapeutic agents, consisting of one or several of 
the compounds listed above or of one or several of the compounds listed above in addition to 
one or several of the usual carriers) and/or dflueatfs). These agents can exhibit especially 
cytotoxic activities and/or cause immune suppression, so that they can especially preferably 
be used as cytostatic agents. 

The invention is explained further and described by die description of a few selected practical 
examples. 



Translator's note: In the infrared spectra in the examples, the general Enghsh abbrevi- 
ations are used, I, m, w f b, etc ♦ except f or Sen = shoulder and ny - * (no) 
Also, the abbreviation 1< stands for log. 
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Compound la 

20 mg (0.041 mmole) of epothilone A is dissolved fa 1 mL of acetone, with SO iiL (0.649 
mmole) of trifluoroacetic acid is added and the mixture is stirred overnight at 50*C. For 
wodc-up, the reaction mixture is treated vim 1 M pfl 7 phosphate buffer and the aq ueo us 
phase is extracted four times with ethyl acetate. The organic phases are was hed 

with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is 
removed. The purification of the crude product is done with the aid of preparative layer- 
chromatography (solvent: dicMoromethane/acetone, 85:15). 

Yield: 4 mg (19%) isomer I 
4 mg (19%) isomer II 

Isomer I 

R« (dMHOTmrtiwff ftrrmnn fit 11): 0.46 

tb (9i\m\ 9* 1440 <a» b,.>ach) , 2946 (», Seh), 1734 

(V»). 16M Upfc. 1458 (a), 1375 (w), 12S6 
(a, Scb), lljb (w. b. Sea). 1071 (m, 
Seh) t . r/ 8,|4 (W^. 735 (w» a*' 1 . 

M9 nana 'mtiir m/m (%) «N**^lpJl|IrlljW*).- 3M (47), 306 

(32), 206 (30), 181 (40). 166 
" - V>mH*&9 (100), 113 (19). 71 

($S1;/tSJ (24); 43 ( 24). 

ffigfljaoMgn: C.AANS calculated: 493.2498 for [M-H,0]* 

found: 493.2478 
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Isomer H 

it fdichiomiMTtiiinB^r'^nT ft <1<v 0.22 

IR LEUnLl • a 3484 (a, b, 3^) , 2942 (vi, Seh) , 1727 

(vs), IStjji fofc'USS (a) , 1380 (m), 126S 
(«), lt90MWtf&106* :(«».. 975 (v), cm'K 

MS IZSUlSUpLl m/e (%) • 493' {21;![M-H,OJ*) , 394 (12), 306 

13$ (i'jftl , Hi. (21) , 71 (23). S7 
^i>>1Jv(28): 

High resolution: C^OJJS calculated: 4*3.2498 for [M-HaOl* 

foundr 493.2473 

Compound lb 

Epothilone A, 55 mg (0.111 nnnole). is dissolved in O S mL of tetrahydrofuraa, 0.5 mL of 1 
N hydrochloric acid is added and the mount is stir red for 30 minutes at room temperature. 
Then 1 N phosphate buffer of pH 7 is added and the aqueous phase is extracted four times 
with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium chloride 
solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. The purification of the crude 
product is done with the aid of preparative layer chromatography (solvent: dichloro- 
methane/methanol, 90:10). 

Yield lc: 19 mg (32*). 
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19. (film): 9 - 3441 (a, hr^Sch). 2948 (s, Scb) , 1725 

(va, Seh):. 1«62 (n). 1381 (w), 126S (a). 
. 1154 my^JlM (ni.M.. S<sh) cm' 1 . 

uv fMithanqlt'. , ; : ; a ?j :< ji:7 i ' > »;< 4 -. ui na - 

Mg im/7fr .W- : m/« (*)' ^ ; tS29si^Jt»tll> : . 494- (10) , 342 (38), 

/•'jb^ffli.'. 194; {32i, 164 (100). 140 
! Ui) , El3 (IS) . 57 (16). 

High TemhTrinn; C^gO^ClNS calculated: 5369.2265 for [M*l. 

found; 529.2280 

Compound lc 

12-Chlon>-13-hydroxy-«DOthilon8 A (lb). 25 mg (0;047 mmole), ia dissolved in 1 mL of 
dichlorometfaane. and then 29 mg (0.235 mmole) oil d^methyiaminopyridme, 151 uL (1.081 
mmole) of tricthylamine and 20 uL (0.517 mmole) of 98% fbnnic acid are added. The 
reaction mixture ia cooled win tee/sodium chloride. After reaching -15'C. 40 jiL (0.423 
mmole) of acetic anhydride ii added to me reaction mixture, followed by stirring for 70 
minutes at -15*C. Since the thin-layer chromatogrsm did not ihow complete conversion, 
another 6 mg (0.047 mmole) of dmwhylainmopyridme, 7 uL (0.047 mmole) of triethyl- 
amme. 2 uL of 98% formic add (0.047 mmole) and 4 uL (0.047 mmole) of acetic anhydride 
are to the reaction mixture, followed by Birring for 60 minute*. 

For work-up. the reaction mixture ii heated to room temperature. 1 M phosphate buffer with 
pH 7 is added and the aqueous phase ia extracted mar tmiee with ethyl acetate. Tie 
conmmed orgamc nhas« are waibed wm* 
sodium sulfate and thesotventls removed. 

Tne purification of the crude product ia done wim me aid of prepararive layer chromatogra- 
phy (solvent: dkhloramethane/acetDne, 90:10). 
Yield: 5 mg (18%). 

10 
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Compound lc 

*» tZilnL ' - 349? <V<-bi Set), 2940 (a. b. Sch), 1725 

(vs), X463 (m, ;b, Sch) , 1379 (a), 1265 
(«>, i25V ; lf),r 1175: (v»). 972 (m, b, 
sen), 73? ia> \'m'\ 

MS (20/70 atn* m/m (%) - 413 (9 t»rJ). 367 (43). 472 (63). 

363 (23K 353 (21). 164 (100), 

4» (33E 9« (31), 69 (17), 44 

High, ««nhiriaa! CAoOtNSQ calculation: 613.2112 for [M*] 

foonl: 613.2131 

Compound Id 

10 mg (0.020 mmole) of epothOone B is dissolved in 0.3 mL of tetrahydrofuran, then 0.3 
mT. of 1 N hydrochloric acid is added and the mixture stirred for 30 minutes a room 
temperature. Then 1 M phosphate buffer at pH 7 is added and the aqueous phase is 
extracted 4 tunes with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated 
sodium chloride solution, dried over sodium sulfite sod the solvent is removed. 

The purification of the crude product is done with the aid of preparative layer chromatogra- 
phy (solvent dicbJorumemane/acetpne, SS:15); 
Yield: lmg(9%) 
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MS (2OV70 «Vh B/a {%) »• Si^tf^KT).. 507 (14), 320 (19), 

,.23.4'^CSp', 194 (17), 182 (23), 164 
(lOOVi.140 (22); 113 (14). 71 

Hi A resolution: C^O.NSCi calculated: 543.2421 for [M + J 

found: 543.2405 

Compound 2a 

Epothilone A, 100 mg (0.203 mmote), is diitotyed in 4 mL of tctnhydroforan/1 M phos- 
phate buffer. pH 7 (1:1) and sodium borohydride (ISO mg « 3.965 mmole) Is added moil 
the thin-layer dnamatognm stem Then die 

mixture is diluted with 1 M phosphite buf fe r . pH 7 lad die aqueous phase is extracted four 
times with ethyl acetate. The combined organic piu» are washed widi saturated sodium 
chloride solution, dried over sodium sulfide and the solvent is removed. 

The purification of the crude product is done by silica gel chromatography (solvent: 
dichloromethane/ acetpne, 95:5 - in 5 steps to dkhloapmethane/scetone 85:15). 
Yield: (20%) 
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H rDichlommiyrtBng/i.yytnrT^ 7*.13V 0.27 

Ift ( gilal^: x: : 9 » 3413 *f*^^), 2965 {vs, Seh), 1734 

(va), fiiSf^li, 2 b, Seh), i383 (m, Sch) , 
1264 '(•V\bV'^eh) # 1184 (a, b, Sch), 1059 
(«-• S^v79«;{3); Q85 (w), 737 (m) caT 

Mfl (20/70 «V): n/e (%) 3 4S5 *(f«;76ri > , T 4?7 (8), 452 (12), 

3§4;^: 364 U6), 306 (49), 194 
(i9)/ t78 (351, 164 (100), 140 
fiQj^fl (U>«: 55 (27). 
fft yh Tgmhirion; C^ x O&S mlnnlifnrt' 4W.2655 for [M*] 

found: 495.2623 

Compound 3a-d (a-d are stereoisomer!) 

Epothilone, 1(X) mg (0.203 nmwic) is dl^vod in 3 mL of pyridine, with 50 /iL (0.686 
mmole) of thionyl chloride added and the mixture it stirred for 15 minutes at room temperv 
oirc. Then. 1 M phosphate buffer. pH 7, is added and the aqueous phase is extracted four 
times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium 
chloride solution* dried over sodium sulfite and the solvent is removed. The purification of 
the crude product and separation of the four stereoisomers 3a-d is done with the aid of 
preparative layer chromatography (solvent: totoeneifaethanol. 90:10). 

Compound 3a . 
Yklst 4mg(12») 



13 



DE 195 42 986.9 



fc 0.50 



ra irilm), « - 2SI1- tar&i-:4$iv- 1742' (Vit, 1701 (va) , 
1465 (v. Schf. 1289 (a, Seh) . 1238 (s, 
Sch), 1210 (VB/.'Sch), 1011 («. Sch). 957 
IB. b. Seh),. 808. (», Sch). 768 (i, Sch) of 



irv machaasJJ 

ks nana «vi 



X_ (lg «) a 210 (4.50), 248 (4.35) nn. 

m/a (%) ■ S39 (40 i liT] ) . 457 (22). 362 (16), 
316: (27) , 222 (30), 178 (30). 164 
(100)^451 (43), 96 (38), 69 (29), 
. 5$ (2J1V 43 (20). 



539.20U tor [M + ] 



Compound 3b 
Yield : 14mg(13%) 



Rrf^lnni^^ 1 M-MV 0.44 



u;. 



2963 (•. he, Sd»), 1740 (V») . 1703 («) , 
1S10 (w)a^46MP. br, Sch), 1389 (», Sch). 
1240 (•,,*>,**), U42 <■>, 1076 M . "37 
(w). 1001i.(p>..iMI (•, hr. scb). 806 (m. 
sch) , 77S i(«kr: |37 (a) ...ear 4 , 
1^ (la O * 2il?^4.l6),;250 (4.08) tm. 

. 30*^7). 2«.(l«l. 20« (17), 194 
" ' (19). 178 (32). 164 (100). 151 

■ (J2>. 125 113 (lS) ' '* 

(39)^-81 (23>. 64 (S8), 57 (42), 

,-.&i'«fft- 
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Compound 3c 
Yield : 4 mg (4*) 

Ri ffflllfflr / ™*h"">» qO:10\: 0.38 

B/O ,(S)= '.^Mg M BMifci 32^(22) . 30S 153), 

(25), si; ?a(iir • J 55 - <aS) • 41 (2S,; 

ffirt MhtitB! CmH^NS, calculated: 539.2011 for [M*! 

rood: 539.2001 



MS (2QV7P jtyh . 

• «• * 



Compound 3d 

Yield : lmg(l%) 

Mtntiir-'""*" 1 * 1 JSLlSt- 0.33 

- ': " ?ffiW& UmUUr 16* (100), 151 
-qkt?M t3l>; 81 (26), 69 (34). 
,*»< (31^: -4l::(3S) . 



ffifl mflHajon: CJIj^NS, cilnHirrd; 539.2011 for [M*] 

found: 539.1997 
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Compound 4a 

Epothilooe A. 10 mg (0.020 mmole), is dissolved in 2 mL of dichloromethane, cooled to 
-70°C and then treated with ozone for 5 minute* until a weak blue coloration develops. Hie 
resulting reaction mixture is then treated with 0.5 mL of dimethyl sulfide and heated to room 
temperature. In the work-up, the solvent is removed from the reaction mixture and finally 
the product is purified with preparative layer chromatography (solvent: dichloromethane/ace- 
tone/methanol, 85:10:5). 
Yield : 5 mg (64%) 

R f fT?irii1ffnm«lti"" /fl ' ,>fft "* / " , " ri "" nl «*»°-^ .0.61 

V • 3468 <«, br, Sen) . 3947 («,. br. Sch) , 

1734 b .(vs. Set) . 1458 (v). 1380 <w) . 1267 
(W), 1157 (wiV 1080 (v), 982 (w) cm"*. 

A*, do e) • 20Jj?(3.53) nm. 

■/• (%) ■••398;j?:\[irj).. 380 (4), 267 (14), 
249 (i7), 211.(201. 193 (26), 171 
. (3^>^3» (34). Ill (40).. 96 
(I0Q)v::7l (48). 43 (SO). 

ffigfa mabaiga: CmH^O, calculated: 398.2305 for IM*] 

found: 398.2295 



MS <20/70 



Compound 6s 

3 7-Di-0-formyL«potmlone A. 10 tug (0.018 mmote). is dissolved in 1 mL of dichlorometh- 
ane. 27 aL (0.180 mmole) of 1.8^1i«abi^(5.4.01undec.7^ne (DBU) is added and me 
mixture stirred at room temperature for 60 i 



For work-up. ti» reaction mixture is treated with 1 M sodium dihydrogen phosphate buffer, 
pH45 and me aqueous phase is extracted four times with ethyl acetate. The combined 
organic ^wweebMwtmu^ 
and the solvent is removed 
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After elimination of the solvent, the resulting erode product is dissolved in 1 mL of i 
ool, treated with 200 uL of ammoniacal methanol solution (2 mmole of NiymL of metha- 
nol) and stirred overnight at room temperature. For work-op, the solvent is removed m 
vacuum. 

Yield : 4 mg (22%) 

R, michloromftharv/T-tnrv gVlSV 0.46 

IB mialU '.. • ■ . 34«iS^>M^)i.V?S50 (ve. br, Seh) , 

""- ,f 1717 : s|(§ 5 « 16jU (w) , 1466 (». Sch). 

137o'' ; '*teJc$U 126T (»> br, Sch), 1179 
(«:. Sch)!,: 98V (a, Sch) , 860 (w) , 733 (a) 




'W'-(lg €) ; * 21^'(4.16) nm. 

m/« (%) 47S^i» C»TJ ) ^ 380 (21). 323 (37) . 
■ : ;m?WX. 30«1 166), 178 (31). 1S6 
-dOOiMsi.(M), 1" (19). 9* 
•'■ (38) j. Hi (20>, 57 (26). 



High iHpMaj; CjAANS calculated: 475.2392 for (M + ] 

found: 475.2384 



Coppoopd 6b 

3 7-Di-O-formyi-epcthilone A. 50 mg (0.091 mmole). is dissolved in 1 mL of dichloweth- 
ane. 2 mL (0.013 mole) of 1.8wUezibk3Peto(5:4.01^7^ne (DBU) is added and the 
mixture stirred for 12 hours st 90*C. 

For wotk^.u* reaction mixiiu™ 

pH 4.5. and the a<meou4 phase extracted fw Ttacombiiied 
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For wok-op, die reaction mixture is treated with I M sodium dihydroges phosphate buffer, 
pH 4.5. and the aqueous phase extracted four times with ethyl acetate. The combined 
organic phases are washed with sat u ra ted sodium chloride solution, dried over sodium sulfate 
and the solvent removed. 

The purification of the crude product, which consists of two compounds, is done with the aid 
of preparative layer chromatography (solvent: dichloromethane/acetone, 90:10). 
Yield : 7mg(15%) 

Substance code 

B. m^K1n mww ri, me /. ea m M Qfrlffl: 0.62 

in iZUBli v • 2951 &M'--Wif^teb)'^33 -4w»> , 1644 (w, 

br . Scbift": (W*> .1377 (w> , 1271 (m. 

br. §jffi.i$R.-\U\, .987 («. br, Seh) , 
735 \w.'W*j*> cm*. 

mr mathaaalj l 'Km (iff *) «. 

Mfi t2flZ2fl tfQj **• (%) "-^W ^« tlT]}., 408 (SB), 390 (32). 

3J4 (2S1. 316- (34), 220 (21). 206 
(27), 3.94 (20), 181 (33), 164 
"(100»;:151 (34), 139 (28), 113 
JV»).jfi (81), 81 (33), 67 (24). 

. 'Uritigi 43 (22). ' 

Htrtr^hirion: CAAW calculated: 303.2342 for (Ml 

503.2303 



Compound 6c 

3.7 Di-O-ecetyHpothiloae, 5 mg (0.009 nunole), is dissolved in 1 mL of methanol. 150 »L 
oi an ammomacal metbaaol solution (2 maobofWniLofmetheiiol)isaddedandme 
. stined overnight at 50^C. 
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For work-up. the solvent is removed in vacuum and the erode product is purified with the aid 
of preparative layer chromatography (solvent: tohjene/methaaol, 90:10). 

Yield ; 3mg(67») 



v ■ 2934 (f. b, ;|(Ai). 1719 (VS. b, SeW , 

XM&Hi&&ffil*t': : iWr 1372- (s. SeW, 
1237'W^bBseW.: 1179 (s, SeW, 1020 
(a). 9M (kv^Sch) .: 737 (v»> cm' 1 . 

JL» ilg «) V2tt":|4.33);na. 

m/« (%> « ;sH-(si urn, 422 (ssi, 3 is 

.(31) , 4*194 (20), 181 (34). 186 
-5(100)^151 (31).. 96 (96). 81 
^fi^SS- Sf (29), 43 (69). 

High T«ohition: CnHwObNS calculated: 517.2498 for [M*] 

found: 517.2492 



«v mafluaalli 
ms min tab . 



Compound 7a 

Eeomilone. 20 mg (0.041 mmole). is dissolved in 0.5 mL of methanol. 0.5 mL of 1 N 
godjan hydroxide is added and the mixture itad for 5 minutes at room temperature. 

For work-up, me reaction mixture U treated with 1 M phosphate buffer. pH 7, and die 
aqueous phiaeiaemwctedfbiir tmxfw^ The combined organic phases are 

w Mbjj win r~~fA f*wMnm ehinride marian. dAd over sodhim sjuute and me solvent ia 
removed. Tbipuritatimiof dm crude pioduet k done win 
chromatography. (Solvent diduorome*ane/memsnol. 85:15). 

Yjd4: 11 nig (52*) 
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°r n>i^l mTMt ^~/m^;^i g<.t<v 0.92 

T » LZilnU" 3438 CP," br r ;;i^ch». ; 2971 (va. br, sch). 

1703 "dnit. l(P7 (m). 1460 (a, Sch), 1383 
(n, ScbK/ 1254 (w), 1130 (w, br. Sch). 
1011 (v,- br, Sch) , 868 (w, br), 729 (a) 

ms fao/70.avi« m/e (%>: = 423: (0.1 Wl ) . 323 (4). 168 (89). 

140 tlofr, 85 (31). 57 (67). 

■ '■ ' 

High mohtttan; CaEnO^S calculated: 423.2443 for [M*] 

found: 423.2410 



17b 

5 mg (0.009 mmok) of 7-O-acetyi-epoMone is dtaoived in 1 mL of methanol, 200 mL of 
an annnomacal methanol solution (2 mmok of NiVmL of methanol) is added and the 
mixture is stined for 2 days at 50*C. For wodwip. the solvent is removed in vacuum. TDe 
purification of the erode product is done with the aid of preparative layer chromatography 
(solvent: tohicM/methanoL, 90:10). 

XkUt 3mg(59%) 

^^^^^ hlB ^ agfa ^| J f b# ;^ ># 2946 (», Sch), 1732 

(V) y jiOQ 14SX <«>. 1375 (m>, 1246 

~~ ~ * (i. bgf^jS h. Sch) cm-*. 

388- (5), W4 <5), 182 (7), 168 
. (65), X64 (17). 140 (100), 97 
• Ufl) i; 71 (22). 43 (27). 
HMb BttlBto CbH«OiNS calflilBlBd: 567.2866 for [M*] 

fond: 567.2849 
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1. EpothiloM derivative having Fonnula 1 




where R - H, C„-aIkyi; R\ R» - H. Cu-alkyl. C,.racyl, bemoyl, CMr&UkyUlll. 
benzyl, phenyl. Cu-itoxy. (Valkyl-. hydroxy- ink halogen-iubrtimttd benzyl or phenyl: 
and the attyl and aeyi groups in these group* ire «pi^<b^ or brincned troupi and X 
and Y are either the same or different and itand tor halogen. OH. <MC, J-acyl. (XQ-rattyi 
or O-benzoyD- 
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2. EpothUoue derivative having formula. 2 
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when R = H, Cwaftyl; R\ R*. R* - H. Qralajl C,^acyL benzoyl. C,^oriallcyliilyl. 
benzyl, phenyl, Q^atoxy-, Q-attyl-, hydroxy- and baiogaMubsdtmed benzyl or phenyl; 
the alkyl and acyl snaps contained in theee groups. » straight-chain or bunched groups. 

3. EpoduTone derivative according to Cannula 3 '.. 
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the alkyl and acyl groups contained in these group* axe straight-chain or branched groups and 
X starts generally for -C(OK -C(S>, -S(0>. -CR l R*- and -SOtr. when R, R l and R* have 
the fw«Hwti£ given above. 

4. Epothilone derivative according to &nnnla4 : 




where R - a Cu-alkyl; R 1 . R?. R 1 . *. * - H, Cu-alkyl, C^rscyl. benzoyl, C M - 
trialkylsilyl. benzyl, phenyl. Q-ralbwy-. CValkyl-. hydroxy- and halogeMubstituted benzyl 
or phenyl; tto alkyl and acyl groups cagataed in these groups an straight-chain or branched 
groups; X stands for oxygen. NOR 3 . N-NRW. ani N-NHCONRfR 5 . where the groups R 1 to 
R 1 have the nr* ning given above. 



5. Epothilone derivative having fommla 5 
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where R-H, Chalky!; R 1 , R? - H, C^-alkyl, Curacyl, benzoyl. C M -triaDcylsilyl, 
benzyl, phenyl, Ci^-alkoxy-, CValkyl-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
the alky 1 and acyl groups contained in these groups axe straight-chain or branched groups and 
X sands for hydrogen, Curalkyl, C Mr acyi, benzyl, benzoyl and cinnamoyl. 



6. Epodriloae derivative according to toomla 6 




la which R-H, C^alkyl and R l - H. Q^alkrt, Cu-acyl. benzoyl, C^-trialkylaOyl. 
benzyl, phenyl. C^altatf-. Cr&fr. WTO and halogewubstituted benzyl or phenyl; 
the alkyl and acyl groups contained hi these group* m ttraight-chtto or branched groups . 

if 

7. Epothflon* derivative according to fannnla 7 
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in which R - H, C^-alkyl; and R l , R l , = H, C^alkyl, C l-r acyl. benzoyl, C M -triaIkyla- 
ilyl, benzyl, phenyl, C^aJkoxy-, Q-alkyK hydroxy- and halogen-substituted benzyl or 
phenyl; the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched 
groups. 

8. Means for plant protection in agriculture and forestry and/or in gardening, consisting 
of one or several of the compounds according to one of the previous Claims, or according to 
one or several of these compounds together with one or several usual carriers) and/or 
diluents). 

9. Therapeutic agent, especially for use as cytostatic agent, consisting of one or several 
of the compounds according to one or several of Claims 1 to 7, or one or several compounds 
according to one or several of Claims 1 to 7 together with one or several of the usual 
earners) and/or diluent(s). 



The present invention is concerned with epodrilone derivatives and their application. 
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